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摘  要 





rHA1 具有开发成 H5N1 禽流感广谱疫苗的可能性，在分子对接表位预测的基础
上，鉴定了 HA1 上几个重要的中和表位的关键氨基酸，培养出了 13D4-rHA1 复
合物晶体，为阐明 H5N1 病毒的保守中和抗体表位结构奠定了良好的基础。 




始 pH 值为 5.4，甲醇浓度为 1.0%，培养温度为 25℃。在摇瓶培养的基础上，用
10L 发酵罐进行高密度发酵的工艺研究，发酵 终菌体浓度 OD600 约为 320，rHA1
的表达量为 120mg/L 比摇瓶培养提高了 10 倍左右，表明我们建立起了高效稳定
的高密度发酵。缺失 HA1 N-端前 48 个氨基酸残基后，rHA1 的表达量提高了~5
倍（~550mg/L），且保留了与代表性中和抗体的反应性，以及与 HA1 相当的免
疫原性。发酵培养液上清通过切向流浓缩、更换缓冲液后，利用离子交换层析柱
纯化，获得了较高纯度的重组 HA1 蛋白，蛋白回收率为 24%左右。 
其次，利用本实验室已经筛选到的 93 株 H5N1 禽流感病毒单抗盘进行活性
检测，结果显示重组蛋白 HA1 具有良好的抗原性。用重组 HA1 和 HA1-48aa 蛋
白免疫小鼠 5 周后，anti-rHA1 抗体滴度达到 1.2×104 和 1.3×104，并具有较好的
血凝抑制（HI）活性。体外阻断实验表明小鼠血清能较好地阻断 13D4、8H5、
8G9、10F7 等广谱中和单抗与 YU22 病毒的结合，说明 rHA1 具备开发成 H5N1
禽流感的广谱疫苗的潜力。 
在本实验已有的广谱中和表位分子对接预测的工作基础上进一步应用突变
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的维持较为重要；Pro118 和 Tyr137是 1A6 和 13H8 构象表位的关键氨基酸；Asn165
的突变可使广谱中和单抗 13D4 的结合活性下降 40 倍左右，但对其他广谱中和
单抗的活性无显著的影响；aa123～aa132 loop 区对 HA1 的构象活性很重要。 
后，获得 rHA1 与广谱性中和单抗 13D4Fab 复合物的晶体培养条件，培养
出可用于 X-射线晶体衍射实验的体积约为 0.2mm×0.2mm×0.05mm 的方块状晶



































The recent outbreaks of highly pathogenic H5N1 influenza A virus not only 
cause a large amount of economic loss to farms but also endanger people`s life, A  
broad spectrum vaccine will be the most effective way to limit the spread of highly 
pathogenic H5N1 influenza virues. P.pastoris as a cellular host for expression of 
recombinant proteins is easier to genetically manipulate and culture than mammalian 
cells and can be grown to high cell densities. Equally important, P.pastoris is also a 
eukar yote, and thereby provides the potential for producing soluble, correctly folded 
recom binant proteins that have undergone all the post-translational modifications 
required for functionality. Here we report the high-level secretory expression of active 
recombinant HA1 protein in p.pastoris and the recombinant HA1 proteins was proved 
to be a good candidate vaccine. A series of important epitopes were predicted and 
verified with the help of bioinformatics. The crystal of 13D4 Fab-rHA1 co mplex was 
obtained, this provided a probability to elucidate the conservative epitope of H5N1 
virus. 
The expression plasmid pPIC9K-HA1 was transformed into P.pastoris host cell 
GS115, and the recombinant engineering strains for secretory expression were 
constructed and screened. The positive strains containing multiple gene dosages were 
screened out by G418-YPD plates, and the results showed that the higher gene 
dosages had the effect of increasing the amount of rHA1 expression. Then the 
influence of different factors on biomass and recombinant HA1 protein production 
during induction phase in shake flask were studied. The optimized cultivation 
conditions were original pH at 5.4, concentration of methanol at 1.0% and cultivation 
temperature at 25℃. Based on the research in shake flask, the recombinant HA1 
protein was produced by high-cell density fermentation, after optimizing the 
fermentation process, the rHA1 yield in 10L-fermentor (about 120mg/L) was 10 times 
higher than that in shake flask(about 11mg/L), with the final OD600 at about 320. The 















supernatant of the fermentation culture was concentrated and buffer-exchanged by 
crossflow filtration, and then purified by ion-exchange chromatography. The purified 
protein recovery was about 24%.  
After detected by a panel of 93 anti-H5 HA monoclonal antibodies(mAbs), the 
recombinant HA1 was proved to have good antigenicity. Mice was immuned with 
recombinant HA1 protein, after 5 weeks, the titers of anti-rHA1 serum reached 
1.2×104 and the anti-rHA1 serum had high Hemagglutination inhibition (HI) titers to 
YU22 and 2439 avian virus but relatively low Hemagglutination inhibition titers to 
Yu324、213 avian virus. Anti-rHA1 serum was tested against 4 neutralization 
monoclonal antibodies (13D4、8H5、8G9、10F7) in blocking assay, anti-rHA1 serum 
could block the reaction between neutralization monoclonal antibodies and YU22 
virus.The deletion of N-terminal 48aa won`t lower the biologic activity of rHA1. This 
suggested that the recombinant HA1 protein produced by P.pastoris was a good 
candidate vaccine.  
In the former study, our research group had predicted many important epitopes 
of HA1 by bioinformatics. In this study, we did site-directed mutagenesis of these 
specific amino acids, and compared the biological activity bewteen normal rHA1 and 
mutated rHA1, finally we found that Glu112,Lys113,Ile114 was important for the correct 
folding of HA1, Pro118 and Tyr137 were the key amino acids of epitopes of 1A6 and 
13H8 respectively, Asn165 was an important amino acid for HA1 to react with 13D4, 
an a mutaion of a loop from aa123 to aa132 would greatly lower the biological 
activity of rHA1. After deleting 48aa from N-terminal, the expression level of rHA1 
mutant was improved and was up to 520mg/L, and the rHA1 mutant remained the 
original biologic activity of HA1. 
At last, we studied the crystallization of 13D4 Fab-rHA1 complex, and got some 
cuboid crystals of 13D4 Fab-rHA1 complex with the size 0.2mm×0.2mm×0.05mm. 
This lay a foundation for the analysis of 13D4 Fab-rHA1 structure by X-ray. 
 


















AGP：Agar Gel Precipitin，琼脂免疫扩散试验 
AI：Avian influenza，禽流感 






CDR：Complementarity Determining Region, 抗原互补决定区 
CH：Constant Region of Heavy Chain, 重链恒定区 
CL：Constant Region of Light Chain, 轻链恒定区 




ELISA：Enzyme-linked ImmunoSorbant Assay，酶联免疫吸附测定 
ER：Endoplasmic Reticulum, 内质网 
FITC：Fluoresceinisothiocyanate，异硫氰酸荧光素 
HA：Hemagglutinin, 血凝素 
HI：Haemagglutination Inhibition Test, 血凝抑制实验 
HIC：Hydrophobic Interaction Chromatography，疏水相互作用层析 
HPIV：highly pathogenic influenza virus，高致病性禽流感病毒 
HRP：Horseradish Peroxidase，辣根过氧化物酶 
IFA：Indirect immunofluorescent assay, 间接免疫荧光检测 
MAP：Multiple antigen peptide, 多抗原肽 
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kb：kilo base pair，千碱基对 
kD：kilo Daltons，千道尔顿 
mAb：monoclonal antibody，单克隆抗体 
MCS：Multiple Cloning Site，多克隆位点 
MHC：Major Histocompatible Complex，主要组织相容性复合物 
MIR：Major Immunodominant Region，主要免疫优势区 
Mut：Methanol utilization phenotype，甲醇利用表型 
MW：Molecular Weight，分子量 
NK：Natural Killer，自然杀伤细胞 
ORF：Open Reading Frame，开放阅读框 
Ori：Origin，复制起始位点 
rHA1：recombinant HA1, 重组 HA1 蛋白 
PHO：Phosphatase，酸性磷酸酶 
PTS：Peroxisome Targeting Signal，定向肽 
RNA：Ribonucleic Acid，核糖核酸 
Th：Helper T lymphocyte，辅助 T 淋巴细胞 
TT：Transcription Termination，转录终止子 
UTR：Untranslated Region，非翻译区 
VH：Variable Region of Heavy Chain, 重链可变区 
VL：Variable Region of Light Chain, 轻链可变区 
VLP：Virus-Like Particle，病毒样颗粒 
WB：Western Blotting，蛋白印迹实验 
WHO：World Health Organization, 世界卫生组织 


















病综合症。Porroncito 等人在 1878 年首次在意大利报道该病，随后该病在全世界
范围内蔓延。1997 年，香港首次报道了人感染高致病性禽流感病毒（High Pathog 
enic Avian Influenza）H5N1 亚型事件，有 18 人感染了该病毒，其中 6 人死亡，
该事件意味着通过漫长时间的变异，禽流感病毒已经能突破种属间的屏障向人类
传播了[1, 2]。2003 年 12 月，韩国发生高致病性禽流感疫情，接着泰国、越南、
日本、柬埔寨、马里西亚等东南亚国家也爆发了大规模的禽流感疫情，越南和泰
国 早报道了人被感染事件[3, 4]，随后，高致病性禽流感随着候鸟的迁徙不断
向亚洲、欧洲和非洲国家扩散传播，据世界卫生组织（World Health Organizatio 
n,WHO）统计，从 2003 年 12 月到 2008 年 6 月 19 日，全世界共有 385 人感染
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Fig.1-1 Affected areas with confirmed cases of H5N1 avian influenza since 2003, 




图 1-2 2003 年至 2008 年 08 月 15 日在禽类和野生鸟类中发生禽流感疫情的地区 
Fig,1-2 Areas reporting confirmed occurrence of H5N1 avian influenza in 




1.1  流感病毒的分类与命名 
流感病毒归属于正粘病毒科（Orthomyxoviridae），是一种球形或杆状、有
包膜的单股负链 RNA 病毒[5]。根据核蛋白（NP）和基质蛋白（M）抗原性的差
异，将流感病毒分为 A、B 和 C 三型，B 型和 C 型只能感染人，而 A 型可以感
染禽类、人和猫等哺乳动物[6]；根据表面糖蛋白—血凝素(HA)和神经氨酸酶(NA)
抗原性的不同，又将 A 型流感病毒进一步分成 16 个 H 和 9 个 N 亚型[7]。 
1971 年国际流感工作会议提出了流感病毒命名的标准体系，1980 年进行了
修订[8]。命名原则为：型别/宿主/分离地点/病毒株序号/分离年代（血凝素亚型
H 和神经氨酸亚型 N）。如：A/Ck/HK/YU22/2002(H5N1),即为：A 型流感病毒/
宿主为鸡（如果宿主为人，此项可以省略）/香港获得/编号为 YU22/时间为 2002
年（亚型为 H5N1）。 
1.2  禽流感病毒的组成与结构 
禽感病毒基因组由 8 个线性的单链负义 RNA 片段组成，至少编码 10 种病
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种非结构蛋白（NS1 和 NS2）。病毒包膜来自宿主细胞的双层类脂膜，膜上镶嵌
着 3 种膜蛋白，分别为 HA、NA 和 M2 蛋白。双层类脂膜内为基质蛋白层（M）。
病毒颗粒内部的核衣壳呈螺旋丝状，直径大约为 10nm，长度在 50～60nm 之间。
核衣壳是由 NP 和 8 个 RNA 片段结合而成的集合酶复合体（PB1、PB2 和 PA）
（图 1-3）[9]。禽流感病毒具有多种形态，有丝状、杆状、多为球状，病毒的直
径大约为 100nm，由核衣壳和病毒囊膜组成(图 1-4)[10]。 
 
 
图 1-3 禽流感病毒结构 
Fig.1-3 The structure of avian influenza virus 
From Wikipedia, the free encyclopedia 
 
图 1-4 禽流感病毒的电镜观察图 
Fig.1-4 The Electron micrographs of influenza virus virions 
From Field`s virology 4th. 2001 
 
 禽流感病毒基因组的所有 RNA 片段 5`末端的 13 个核苷酸及 3`末端的 12
个核苷酸高度保守，5`端核苷酸序列为 AGUAGAAACAAGA,3`末端为
AGCGAAAGCAGG，靠近 3`端的第 4 个碱基有些毒株为 U，有些为 C。每一片
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列，这一序列是病毒 mRNA 合成终止时产生 Poly A 的信号，由于每个 RNA 片
段的 3`末端和 5`末端分别有部分序列互补，所以每个 RNA 片段的 3`末端和 5`
末端相互结合使病毒 RNA 环化形成锅柄样的结构[11]。 
1.3  禽流感病毒主要蛋白的组成与功能 
1.3.1  血凝素（Hemagglutinin HA） 
HA 蛋白的命名来源于病毒颗粒通过 HA 蛋白与特异性含唾液酸的受体结




分别为信号肽、胞浆域、跨膜区和胞外域。信号肽位于 HA 的氨基端，约由 16
个疏水氨基酸组成。HA 首先在细胞内质网合成分子量为 76KD、含有 562 个氨
基酸左右的 HA 蛋白前体（HA0）；随后 HA0 分子水解为 HA1（47KD）和 HA2 
(29KD)两个多肽，前者含有 319～328 个氨基酸，后者含有 221～222 个氨基酸，
两者之间靠二硫键相连形成典型的 I 型膜蛋白结构的 HA 分子（图 1-5B）[14],
每个 HA 分子形成一个环，由 HA1 的 N 端在膜上开始向外延伸 13.5pm，再折叠
回来，由 HA2 的 C 端插入膜内[15, 16]。当 HA0 裂解时，位于裂解位点处的 1
至数个氨基酸残基从 HA 分子上解离。HA0 在粗面内质网内合成后，在信号肽
酶的作用下水解并游离出 N 端的信号肽（16 个氨基酸）。胰酶进一步作用 HA0
分子，将其水解成 HA1 和 HA2，是病毒具有感染性的先决条件。HA 蛋白的大
部分位于膜外，近 HA2 羧基末端的疏水区穿过双层类脂膜，将 HA 分子嵌在膜
上。HA2 多肽的羧基末端位于膜内。HA 蛋白在细胞内转移时经过高尔基体，并
在此进一步加工修饰，如糖基化。 
通过 X 线晶体衍射技术证实，禽流感病毒的 HA 蛋白是由三个非共价结合
的 HA 分子聚合在一起形成的三聚体的头颈结构（Fig.1-5A）[15]。HA 蛋白三聚
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